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RESUMEN
Objetivos. En individuos fumadores con mucosa oral
clínicamente sana, se han observado cambios citológicos como
una mayor queratinización, existiendo también reportes de un
mayor grado de actividad nucleolar. En estos estudios, las célu-
las para frotis se han obtenido por medio de espátula de madera.
Nuestro objetivo es evaluar la profundidad de muestras
citológicas de mucosa oral obtenidas con cepillo para frotis
(endobrush) y comparar el grado de queratinización y la activi-
dad nucleolar en pacientes fumadores y no fumadores.
Diseño del estudio. Se obtuvieron frotis de mucosa oral de bor-
de de lengua clínicamente normal de 30 individuos fumadores
y 30 no fumadores, utilizando espátula de madera y endobrush.
Las muestras fueron teñidas con Papanicolaou y con la tinción
AgNORs.
Resultados. Con la espátula de madera se obtuvo un mayor por-
centaje de células epiteliales superficiales anucleadas (P= 0.016)
y con el endobrush se obtuvieron células más profundas (tipo
intermedias) (P= 0.035). Los individuos fumadores presenta-
ron un mayor porcentaje de células superficiales anucleadas con
ambas técnicas, diferencia que fue estadísticamente significati-
va con la técnica endobrush (P=0.005). El promedio de AgNORs
en las células nucleadas fue mayor en los individuos fumadores
(3.83) que  en los no fumadores (2.79) (P= 0.003).
Conclusiones. El endobrush permite obtener células de estratos
más profundos. Los individuos fumadores con mucosa
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clínicamente normal presentan un mayor porcentaje de células
queratinizadas y una mayor actividad nucleolar, sugiriendo que
el consumo de cigarrillo influye en la actividad celular de la
mucosa del borde de lengua.
Palabras claves: AgNORs, regiones organizadoras del nucleolo,
citología exfoliativa, mucosa oral, consumo de cigarrillo.
INTRODUCCION
Uno de los factores de riesgo más importantes del cáncer oral
es el tabaco (1-5). Este riesgo aumenta a  medida que se
incrementa el número de cigarrillos consumidos y el tiempo de
duración del hábito (2,6). En Chile, en una encuesta realizada a
la población urbana entre 12 y 64 años en el año 2000, se ob-
servó que 48.7 personas de 100  consumieron tabaco (7). El
sitio intraoral en que se ha reportado la mayor frecuencia de
carcinoma espinocelular es la lengua, principalmente la super-
ficie lateral posterior y ventral (8,9).
En células de la mucosa oral clínicamente sana de individuos
fumadores se ha determinado un aumento del índice de prolife-
ración en las células epiteliales (10), modificaciones en el nú-
cleo y en el citoplasma (11-13) aumento de las células
queratinizadas (14) y del número de AgNORs (Regiones Orga-
nizadoras del Nucleolo con afinidad por Plata) (15,16).
Los NORs o Regiones Organizadoras del Nucléolo son porcio-
nes de DNA ubicadas en los cromosomas 13-15 y 21 que codi-
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fican para la producción de RNA ribosomal (17,18). Asociadas
a estos NORs encontramos proteínas acídicas no histónicas  con
afinidad por plata llamadas AgNORs. El número de AgNORs
por núcleo se ha correlacionado con la tasa de transcripción del
ARN ribosomal, proliferación celular y ploidía del ADN (19,20).
La tinción  de AgNORs ha sido utilizada en citología de glán-
dulas salivales y mesoteliales (21,22).   Recientemente, de Castro
Sampaio et al (15) y Cançado et al (16), utilizando espátula de
madera para la obtención de las muestras, han estudiado el efecto
del  tabaco en individuos fumadores con mucosa oral
clínicamente sana.
Desde hace algunos años se ha descrito la eficacia de utilizar
un cepillo para la toma de frotis debido a la obtención de célu-
las más profundas, tanto de mucosa oral (23-26) como en
ginecología (27).
Por lo expuesto anteriormente, es objetivo de este trabajo el com-
parar el porcentaje de células queratinizadas y la actividad
nucleolar observados en la mucosa oral del borde de lengua de
individuos fumadores y no fumadores, utilizando para la obten-
ción de la muestra un cepillo para frotis y espátula de madera.
MATERIALES Y METODOS
Se tomaron frotis de borde de lengua a 30 individuos fumado-
res que tuvieran como condición consumir más de 10 cigarri-
llos al día por un mínimo de 10 años, y que no bebieran alcohol
ni usaran enjuagatorios con alcohol en forma diaria. Como grupo
control se seleccionaron 30 individuos con similares caracte-
rísticas, excepto el hábito de fumar. El primer grupo se encon-
traba en un rango de edad entre los 29 y 57 años, con un prome-
dio de 39,5 años y el segundo grupo en un rango de edad entre
los 30 y 58 años, con un promedio de 40.5 años. La relación
hombre : mujer fue de 12 : 18 y de 11 : 19, respectivamente. A
todos los individuos se les solicitó su consentimiento y se to-
maron 3 muestras citológicas, una con espátula de madera y
dos con endobrush. Las muestras fueron fijadas con fijador
citológico CitofixR spray‚ en base a alcohol.
Las muestras obtenidas con espátula de madera y una de las
muestras obtenidas con endobrush recibieron tinción de
Papanicolaou, para determinar el número de células superficia-
les anucleadas, células superficiales nucleadas y células inter-
medias (14), empleando un aumento de 400x. Las segundas
muestras obtenidas con endobrush se tiñeron con la técnica de
AgNORs. Esta consiste en un preparado fresco que contiene
una parte con gelatina al 2% en una solución de ácido fórmico
al 1% y dos partes de nitrato de plata al 50% (28). Las muestras
fueron sumergidas en esta solución e incubadas en la oscuridad
por un período de 25 min. a temperatura de 45° C,  y posterior-
mente se contó el número de AgNORs por célula, según el
Método de Howat (29). Las muestras fueron observadas en un
microscopio Nikon Microphot-FXA, utilizando un aumento
1000x y aceite de inmersión. El examinador, que desconocía el
origen de las muestras, contó en 100 células por frotis el núme-
ro de puntos de tinción de AgNORs, excluyendo para el re-
cuento las células superficiales anucleadas y las nucleadas con
gránulos de queratohialina que podían llevar a errores en el
recuento. Luego de contar el número de AgNORs por célula, se
estableció el promedio para individuos fumadores y no fuma-
dores. Los primeros diez frotis fueron contados en una manera
no consecutiva tres veces para calibrar al examinador.
Las diferencias citológicas entre pacientes fumadores y no fu-
madores fueron evaluadas mediante la prueba de chi cuadrada
(X2) y la prueba de t de Student con el software estadístico PRI-
MER.  Se consideró una diferencia estadísticamente significa-
tiva al valor P ≤0.05.
RESULTADOS
En el grupo de individuos fumadores la distribución total de
células observadas fue: 16,8% de células superficiales
anucleadas, 29,6% de superficiales nucleadas y 53,6% de in-
termedias. En los individuos no fumadores se obtuvo 9,3% de
células superficiales anucleadas, 38,5% superficiales nucleadas
y 52,2% células intermedias. Al comparar las técnicas para to-
mar las muestras de frotis, observamos que con la espátula de
madera se obtuvo un mayor porcentaje de células superficiales
anucleadas (P= 0.016), mientras que con la técnica endobrush
se obtuvo un mayor porcentaje de células de estratos más pro-
fundos (tipo intermedias) (P= 0.035) (Tabla 1).
Al comparar entre los individuos fumadores y no fumadores,
observamos un mayor porcentaje de células superficiales
anucleadas en los individuos fumadores, diferencia que fue
estadísticamente significativa con la técnica endobrush  (P=
0.005) (Tabla 2).
Los individuos fumadores tenían un promedio de 3,83 AgNORs
por núcleo (Desviación estándar de 0,68) y los individuos no
fumadores presentaban un promedio de 2,79 AgNORs por nú-
cleo (Desviación estándar 0,62) (Figura 1, A y B). Esta diferen-
cia en el número de AgNORs por núcleo entre los individuos
fumadores y no fumadores fue estadísticamente significativa
(t= 3.488, P= 0,003). La diferencia entre ambos promedios fue
–1,04 con un Intervalo de Confianza de un 95% que se encuen-
tra entre –1,67 y –0,41.
DISCUSION
Debido a que una de las limitaciones de la citología exfoliativa
es la obtención de células superficiales, se está promoviendo el
uso de cepillos para la toma de frotis de la mucosa oral (23-26).
Nosotros observamos que efectivamente el endobrush permite
obtener un mayor porcentaje de células de estratos más profun-
dos, en este caso, células intermedias, mientras que con la es-
pátula de madera se obtiene un mayor porcentaje de células
superficiales anucleadas. Ogden et al (23) describieron que se
obtenía un mayor grado de dispersión y una mayor cantidad de
células con cepillos para frotis.
En la mucosa del borde de lengua, las células intermedias fue-
ron las observadas con mayor frecuencia,  tanto en individuos
fumadores como en los no fumadores, alcanzando 55,5% y 60,4
%, respectivamente, lo que coincide con lo descrito por Varvaky
et al. (14). Estos autores encontraron que el mayor porcentaje
de células en zonas de borde de lengua y mucosa de mejilla
eran de tipo intermedias (60% y 62% respectivamente), mien-
tras que el mayor porcentaje de células obtenidas de frotis de
labio correspondían a células superficiales anucleadas.
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En los individuos no fumadores el porcentaje de células super-
ficiales anucleadas del borde de lengua fue 9.3%, similar al
10% observado por Varvaky et al. (14), quienes en su estudio
excluyeron a los fumadores. En cambio, en los individuos fu-
madores de nuestro estudio, el porcentaje de células superficia-
les anucleadas del borde de lengua fue más alto, 17%. Este au-
mento en el número de células superficiales anucleadas u
ortoqueratinizadas en mucosa oral de individuos fumadores ha
sido observado por numerosos autores (2,6,30-32); sin embargo,
esta respuesta de la mucosa oral no parece ocurrir de igual forma
en todos los sitios anatómicos de la cavidad oral, Drouilly (30)
no observó diferencias significativas en los tipos de células
epiteliales obtenidas de frotis de piso de boca de pacientes fuma-
dores y no fumadores. Se postula que este aumento en la produc-
ción de células queratinizadas sería provocado por la exposición
directa al calor del cigarrillo y por la acción química de los pro-
ductos volátiles del tabaco, con el fin de protegerse de estos agen-
tes injuriantes(2,6). La importancia de evaluar los cambios celu-
lares en el borde de lengua se debe a la alta frecuencia del cáncer
espino celular en esta ubicación en nuestro país (33).
La técnica de AgNORs, se desarrolló en los años 80´s y rápida-
mente se comenzó a emplear en el estudio de  biopsias de dife-
rentes tumores, y sólo recientemente se ha aplicado en citología
(15,16). En nuestro estudio, el valor promedio de AgNORs por
núcleo, en individuos fumadores fue de 3.83 y en el grupo de
individuos no fumadores alcanzó a 2.79, resultados que son
similares a los descritos por de Castro Sampaio et al. (15) quie-
nes observaron un promedio de 3.4 AgNORs por núcleo en in-
dividuos fumadores, y de 2.6 en no fumadores. Recientemente,
Cançado et al.(16) también determinaron un mayor recuento
de AgNORs en los individuos fumadores, pero sus valores fue-
ron menores a los observados por de Castro Sampaio et al (15)
y por nosotros, 1.94 en los frotis de borde de lengua y 2.07 en
los frotis de piso de boca.
En relación a la técnica, los tiempos de aplicación de la solu-
ción de plata fueron de 30 minutos en el estudio de Castro
Sampaio (15), 25 minutos en el nuestro y 20 minutos en el es-
tudio de Cançado (16); sin embargo, nosotros al igual que este
último autor, no creemos que esta variación en la técnica influ-
ya en el recuento de los AgNORs.
Estas diferencias en el recuento de AgNORs podrían deberse a
los distintos rangos de edad de los individuos, que en el estudio
de Cançado (15) fue entre 50 y 70 años, y en nuestro estudio
entre 29 y 57 años. Se ha descrito que en la mucosa oral duran-
te el envejecimiento se produce una menor actividad
proliferativa y atrofia epitelial (34). Otra explicación de este
mayor recuento de AgNORs es la diferencia en el elemento
utilizado para la obtención de la muestra, pues probablemente
las células que nosotros obtuvimos eran más profundas debido
al uso del endobrush.
El recuento de AgNORs se ha descrito como un buen método
para determinar ploidia, actividad proliferativa (19,20), y como
indicador de actividad metabólica no asociada a proliferación
celular (35). En citología de mucosa oral normal la mayoría de
las células obtenidas son del estrato intermedio y no del estrato
basal o parabasal, y por lo tanto este aumento del recuento de
AgNORs lo asociamos a un aumento de la actividad metabólica
o síntesis proteica en estas células.
La observación de los frotis puede ser a veces difícil, porque al
parecer existiría una afinidad de la plata por el mucus y los
residuos de alimentos(16), de tal forma que en la recolección
de nuestras muestras pusimos énfasis en la realización de en-
juagues con agua destilada, ya que observamos, previo a esta
investigación en datos no mostrados, que sin estos enjuagues
una gran cantidad de tinciones de fondo obstaculizaba el re-
cuento.
Nuestros resultados sugieren que en la mucosa oral del borde
de lengua clínicamente normal, el consumo de tabaco produce
alteraciones celulares evidenciadas en la citología exfoliativa.
Debido a que esta es una técnica no invasiva y un procedimien-
to fácil de realizar, el análisis de AgNORs puede ser un método
auxiliar para monitorear individuos en grupos de riesgo para la
prevención del cáncer oral.
Evaluation of keratinization
and AgNORs count in exfo-
liative cytology of normal
oral mucosa from smokers
and non-smokers
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SUMMARY
Objetive.In smokers with clinically normal buccal mucosa,
cytological changes such as increased keratinization, and higher
nucleolar activity have been observed. In these studies the cells
for cytological smears were obtained with a wooden spatula.
Our objectives were to evaluate the depth of cytological smears
of oral mucosa obtained with both a brush (endobrush) and a
wooden spatula, and to compare the degree of keratinization
and the nucleolar activity in smokers and non-smokers.
Design. We obtained cytological smears of clinically normal
lateral tongues of 30 smokers and 30 non-smokers using both a
wooden spatula and endobrush. The samples were dyed with
Papanicolaou and the AgNORs.
Results. With the wooden spatula we found a greater percentage
of enucleated superficial epithelial cells (P = 0.016) and deeper
cells were obtained with an endobrush (intermediate cells) (P =
ENGLISH
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0.035). The smokers showed a greater percentage of enucleated
superficial cells with both techniques, however this difference
was significantly greater with Endobrush (P=0.005). The ave-
rage of AgNORs in the nucleated cells was greater in smokers
(3.83) than in non-smokers (2.79) (P=0.003).
Conclusion. The Endobrush allows the clinician to obtain deeper
cells of buccal mucosa. Smokers with clinically normal muco-
sa show a greater percentage of keratinized cells and a greater
nucleolar activity, suggesting that cigarette smoking influences
the cellular activity of the mucosa of the lateral tongue.
Key words: AgNOR, nucleolar organizer region, oral cytology,
oral mucosa, smoking.
INTRODUCTION
One of the most important risk factors of oral cancer is tobacco
smoking (1-5). This risk is associated with the number of
cigarettes smoked and the length of time of the habit (2,6).  In a
survey made three years ago in Chile, it was observed that 48.7%
of urban people between ages 12 and 64 consumed tobacco (7).
The most common site for intraoral squamous cell carcinoma
is the tongue usually the lateral and ventral surfaces (8,9).
In smokers with clinically healthy oral mucosa it has been
determined some changes such as: a higher rate of proliferation
of epithelial cells (10), nuclear and cytoplasm alterations (11-
13) as well as an increase in the number of keratinized cells
(14) and the AgNORs count (Nucleolar Organizer Regions
affinity by Silver) (15,16).
The NORs or Nucleolar Organizer Regions are loops of DNA
located in chromosomes 13-15 and 21. They are responsible
for the ribosomic RNA copy (17,18). This ribosomic DNA is
associated with nonhistone acidic proteins with silver affinity
called AgNORs. The number of AgNORs per nucleus has been
correlated with the rate of transcription of the ribosomal ARN,
proliferative activity and DNA ploidy (19,20).
The silver staining technique for NORs has long been used in
the cytology of salivary glands and mesothelial cells (21,22).
Recently, De Castro Sampaio et al. (15) and Cançado et al. (16)
have used wooden spatulas to obtain smears in order to study
the effect of the tobacco in normal buccal mucosa from smokers.
For some years, the effectiveness of brush biopsy has been
emphasized as a method of obtaining deeper cells, from oral
mucosa (23-26) and gynecologic mucosa (27).
The purpose of this article is to compare the percentage of
keratinized cells and the nucleolar activity observed in the late-
ral tongue mucosa from smokers and non-smokers. The smears
were obtained with wooden spatula and Endobrush.
MATERIALS AND METHODS
The sample for this study comprises 60 individuals, 30 smokers
and 30 non-smokers. Smokers were determined by those who
smoked over 10 cigarettes per day over 10 years. Both groups
were free from systemic diseases, were non-alcoholic and non-
users of mouth rinses containing alcohol. The smokers were
between 29 and 57 (average of 39.5 years old) and the non-
smokers were between 30 and 58 (average of 40.5 years old).
The ratio male/female was 12/18 and of 11/19, respectively.
Following informed consent, lingual smears were obtained: one
with a wooden spatula and two with Endobrush, and fixed
immediately in Citofix R spray.
All smears obtained with the wooden spatula and one of the
smears obtained with Endobrush received Papanicolaou‘s
method to determine the number of enucleated superficial cells,
nucleated superficial cells and intermediate cells (14) using an
400x magnification. The second smears obtained with
Endobrush were stained with the silver soaking technique
adapted by Ploton et al. (28). The staining procedure was a fresh
solution of Part A (2 g. gelatin in 100 ml. of water containing
2% formic acid) and of Part B (50% silver nitrate). They   were
mixed (1:2 v/v) in a dark room (28). The smears were soaked
in this solution and incubated 25 min. at 45° C. The nucleuses
from the first 100 cells were included in the counting. Cells
without nucleus and the nucleated cells with keratohialine
granules that might produce errors were not included. The
number of AgNORs per cell was counted according to the
Howat‘s method (29).
The smears were observed at x1000 magnification under an oil
immersion in a Nikon Microphot-FXA microscope by an
examiner who did not know the origin of the samples. The first
10 slides were counted non-consecutively three times to calibrate
the examiner. The average number of AgNORs obtained per
slide were compared in both groups; smokers and non-smokers.
The cytological differences between smokers and non-smokers
were evaluated by a chi-square (X2) test and a Student t - test
with PRIMER statistical software. Statistical significance was
defined as P ≤0.05.
RESULTS
In smokers, the total distribution of observed cells was: 16.8%
enucleated superficial cells, 29.6% nucleated superficial and
53.6% intermediate cells. In non-smokers, the total distribution
of observed cells was:  9.3% enucleated superficial cells, 38.5%
nucleated superficial and 52.2% intermediate cells. We observed
a greater percentage of enucleated superficial cells with the
wooden spatula (P = 0.016). Whereas with the Endobrush we
obtained a greater percentage of deeper layer cells (type
intermediate) (P = 0.035) (Table 1).
When comparing smokers and non-smokers, we observed a
greater percentage of enucleated superficial cells in smokers, a
difference that was significantly different with the Endobrush
(P = 0.005) (Table 2). The smokers had an average of 3.83
AgNORs per nucleus (Standard deviation of 0.68) and the non-
smokers had an average of 2.79 AgNORs per nucleus (Stan-
dard deviation 0.62) (Figure 1, A and B). This difference in the
number of AgNORs per nucleus between smokers and non-
smokers was statistically significant (t = 3.488, P = 0.003). The
difference between both averages was -1.04 with an Interval of
Confidence of 95% which is between -1.67 and -0.41.
DISCUSSION
Because one limitation of exfoliation cytology is the obtaining
of superficial cells, the use of brushes for the smears of the oral
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Fig. 1. Oral cytology of lateral tongue obtained with Endrobrush and staining
with AgNORs (1000x). 1A, non-smoker patient, 1B smoker patient .
Frotis de borde lingual tomados con endrobrush, con tinción AgNORs (1000x).
1A, extendido de un paciente no fumador, 1B extendido de un paciente fuma-
dor.
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and Endobrush.
Tabla 1. Distribución  de los tres tipos celulares obtenidos con espátula de
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mucosa is being promoted (23-26). We observed that indeed
Endobrush allows one to obtain a greater percentage of deeper
layers cell, in this case intermediate cells, whereas with the
wooden spatula a greater percentage of enucleated superficial
cells are obtained. Ogden (23) described that they received a
greater rate of dispersion and a greater amount of cells using
brushes for smears.
In the lateral tongue mucosa, the intermediate cells were the
most frequently observed, as much in smokers as in non-
smokers, 55.5% and 60.4 %, respectively, which concurs with
Varvaky et al (14). These authors found that the greater
percentage of intermediate cells in lateral tongue and cheek (60%
and 62% respectively), whereas the greater percentage of cells
obtained from smears of lips corresponded to enucleated su-
perficial cells.
In non-smokers the percentage of enucleated superficial cells
of the lateral tongue was 9.3%, similar to 10% observed by
Varvaky et al (14) who in their study excluded smokers.
However, in the smokers of our study, the percentage of
enucleated superficial cells of the lateral tongue was higher,
17%. This increase in the number of enucleated or
orthokeratinizated superficial cells in oral mucosa of smokers
has been observed by numerous authors (2,6,30-32).
Nevertheless, this behaviour of the oral mucosa does not seem
to happen in all anatomical sites of the oral cavity, Drouilly
(30) did not observe significant differences in the types of
epithelial cells obtained in smears of the mouth floor of smokers
or non-smokers. It is postulated that this increase in the
production of keratinizated cells would be caused by the direct
stimulation of the heat of the cigarette and the chemical action
of volatile products of the tobacco, with the purpose of protecting
itself from these injurious agents (2,6). The importance of
evaluating the cellular changes in the lateral tongue relates
directly to the high frequency of the cancer in this part of the
mouth in our country (33).
The technique of AgNORs was developed in the years 80´s and
was quickly used in the study of biopsies of different neoplasm,
and only recently has it been applied to cytology (15,16). In
our study, the value average of AgNORs per nucleus, in smoker
was of 3.83 and in the group of non-smokers was of 2.79, results
that are similar to those described by De Castro Sampaio et al.
(15) who observed an average per 3.4 AgNORs per nucleus in
smokers, and of 2.6 in non-smokers. Recently, Cançado (16)
also determined a greater count of AgNORs in smokers, but
their values were smaller than those observed by De Castro
Sampaio et al. (15) and by our study, 1.94 in smears of lateral
tongue and 2.07 in smears of mouth floor.
Technically, the application times of silver solution were 30
minutes in the De Castro Sampaio et al. study (15), 25 minutes
in our study and 20 minutes in the Cançado‘ study (16).
Nevertheless like Cançado we do not think that this variation
in the technique influences the count of the AgNORs.
These differences in the count of AgNORs could be due to
different ages of the participants. For example, the Cançado
study included participants between 50 and 70, and in our study
between 29 and 57. It has been described that oral mucosa during
the aging has a smaller proliferation activity and epithelial
atrophy (34). Another possibly explanation of this higher count
of AgNORs is the difference of the implements used to obtain
smears because the cells that we obtained were deeper due to
use of Endobrushes.
The count of AgNORs has been described as a good method to
determine ploidy, proliferation activity (19,20), and metabolic
cell activity not associated with proliferation capacity (35). In
our study, the most common type of cells obtained in normal
oral mucosa were intermediate layer cells, but not basal or
parabasal layers cells. Therefore this increase of the count of
AgNORs was associated with a promotion of the metabolic
activity or protein synthesis in these cells.
The observation of smears can sometimes be difficult by what
is believed to be a silver affinity to mucous, food residues and
other debris (16). Therefore, we performed mouth rinsing with
distilled water before collecting smears, since we previously
observed (data not shown) that a great amount of background
stains without rinsing make counting difficult.
The results obtained in this study suggest that tobacco smoking
produces cellular alterations in clinically normal mucosa of the
lateral tongue shown in exfoliation cytology. Because this
method of using a brush to obtain deeper cells is a non-invasive
technique and an easy procedure, the AgNORs count can be an
auxiliary method to control risk groups for the prevention of
oral cancer.
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